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年間でおよそ 2,000 億円にのぼるとされる[44、45、70、75]。Escherichia coli （E. coli）
や Klebsiella pneumoniae（K. pneumoniae）などのグラム陰性大腸菌群による甚急性大
腸菌性乳房炎（ACM：Acute Coliform Mastitis）は、血液—乳関門の破綻による菌血症
や敗血症を引き起こし、重篤な全身および局所の炎症に加え乳生産能に大きな影響を




マクロファージを刺激して腫瘍壊死因子 α（TNF-α：Tumor Necrosis Factor-α）、インタ















体細胞数（SCC：Soomatic Cell Count）[42、85]および急性相タンパク（APPs：Acute 
Phase Proteins）[36、77]などのマーカーが、実験的 ACMモデルにおいて調査されてい
る。 SCC は牛乳房炎において著明なマーカーであると考えられていたが[6、8、78] 、







パク （CRP：C reactive Protein）は、牛での応用がなされていない[10、31、62]。その
理由として CRP は反芻動物の炎症に対して正常値の 2〜10 倍程度しか増加しないた
めに明確な診断が得られていないためである[53]。牛において測定可能な主な APPs は






































る可能性がある。血清中 Fe 濃度の測定は、一般的な検査会社で 1 件体当たり 200〜













61、64、66]、その主な機能は Fe を隔離することである[90]。IL-6 は、炎症によるヘ
プシジン誘導における重要なメディエーターとして同定された[58]。さらに、人にお
いて IL-6 の投与によりヘプシジンの分泌が誘導され血清中 Fe が減少することが確認
されている[59]。しかし、炎症性疾患を伴う牛でも同様の変化が起こるかどうかは明
らかになっていない。Jacobsen ら[41]は、骨軟骨病変、喉頭神経障害および卵巣腫瘍












 詳述すると、第 1 章では多元素同時定性定量法のひとつである粒子励起 X 線分析




















章では、炎症評価が可能である微量元素として第 1 章で抽出された血清 Fe 濃度につ












クのひとつである SAA と共に Nitroso-PSAP 法によって測定した血清中 Fe 濃度を用
いて評価した。また、第 2節では、第 1章において PIXE法によるスクリーニングで
血清中 Fe濃度が ACM の炎症マーカーとして抽出されたことを受け、Nitroso-PSAP法



























る目的である ACM罹患牛を対象に PIXE 法を用いて ACM と関連する血清中主要お
よび微量元素とはどの様なものか選定を試みた。 
  






















本研究では、ICP（Inductive-Coupled Plasma）グレードの多元素標準液 （ICP multi-
elementstandard VIII、Merck KGaA、Darmstadt、Germany） を用いて精度管理を行った。
蒸留水（注射用蒸留水 20 ml、大塚製薬社、東京）、牛プール血清、またそれらにそれ
ぞれ多元素標準液を加えて 15 の元素について 10 µg/mlずつ終濃度が上昇するように
調製したものを用意した。多元素標準液の追加前後の血清を PIXE法により微量元素
を測定し、これを計 3回繰り返した。 
PIXE 法の測定原理および測定手順を図 1.1.1 および図 1.1.2 にそれぞれ示した。各
平均血清中主要及び微量元素濃度は仁科記念サイクロトロンセンター（岩手県滝沢村）
に設備されている PIXE を用いて測定した。100 µl の血清サンプルをマイラー薄膜に
滴下し乾燥させたのち（乾燥固化重層）、直接プロトンビームを照射して測定を行っ
た。陽電子核医学に使用されているベビーサイクロトロンを用い、グラファイトビー
ムコリメータを通過した 2.9 MeV のプロトンビームをサンプルに照射し微量元素の
スクリーニングを行った。300 および 1000 µm のマイラー吸収板を備えた Si（Li）半



























の検出器によって分析する。これは数 µg のサンプルから ppmレベルの濃度で測定可
能で、固形試料中の、特に低原子量元素からなる複合体中の中〜高原子量元素の分析
に適している [17]。その結果、PIXE 法は Mg を除いた 14 元素（Al、Ca、Cd、Co、
Cr、Cu、Fe、Ga、Mn、Ni、Pb、Se、Sr、Zn）において極めて正確かつ高い精度で牛
の血清中微量元素濃度測定が行えることが明らかとなった。したがって、本試験にお






1.2 甚急性乳房炎牛における PIXE 法を用いた血清中微量元素濃度のスクリーニン
グ調査 
 








ACM罹患牛を用いた前向き臨床研究を行った。供試牛として、IMI を伴う ACM に罹
患し全身症状を呈した 53 頭のホルスタイン種乳牛を用いた。これらの牛は１つ以上
の分房で異常乳、腫脹、発赤、浮腫を呈していた。各感染分房より得た生乳から E. coli










保存した血液はその日のうちに 3,000 ×g で 10分間、室温で遠心分離し、得られた血
清を測定まで-80 ℃で保存した。 
 血清中主要及び微量元素濃度は仁科記念サイクロトロンセンター（岩手県滝沢村）
において PIXE法により測定した。100 µl の血清サンプルをマイラー薄膜に重層固化
させたのち、直接プロトンビームを照射して測定を行った。陽電子核医学に使用され
ているベビーサイクロトロンを用い、グラファイトビームコリメータを通過した 2.9 
MeV のプロトンビームをサンプルに照射した。300 および 1000 µm のマイラー吸収板
を備えた Si（Li）半導体検出器（0.0254 mm Be window）を使用し、K−Kαよりも高エ














想的カットオフ値は J インデックスに基づいて算出した [2、55]。J インデックスと







ぞれ 35 および 18頭であった。PIXE法によって測定した血清中主要及び微量元素濃






なる検討を加えた。その結果 Fe および Zn において両群間で有意な差が認められ
た。 
 図 1.2.1 に健常牛および ACM 牛の血清中 Zn濃度の比較を示した。ACM罹患牛の






一方で、血清中 Fe濃度は ACM罹患牛で 0.879±0.470 µg/ml であり、対照牛の
1.458±0.391 µg/ml よりも有意（p<0.01）に低値であった（図 1.2.2）。さらに、3 群間
の比較において（予後良好 VS 予後不良 VS 対照）、予後不良牛の血清中 Fe濃度は
0.751±0.583 µg/ml であり、予後良好牛の 0.945±0.393 µg/ml に対して有意に低値を示
した（p<0.05）。 
次に ACM罹患牛における血清中 Fe濃度を指標とした ACM の予後診断能を評価
するために ROC解析を行った（図 1.2.3）。血清中 Fe の ROC曲線下面積（AUC）は
0.713（p<0.05）となり、ACM の予後不良を診断するための血清中 Fe濃度における

















験では ROC解析を用いて ACM の予後を予測するための血清中 Fe濃度のカットオフ
値を求めた。その結果、血清中 Fe濃度が<0.82 µg/ml であれば感度および特異度はそ
れぞれ 77.8%および 70.0%で ACM 罹患牛の予後は不良となることを示すことができ








 第 1章第 1節では牛血清中微量元素濃度の多元素同時定性定量における PIXE法の
精度および正確度の検証を行った。その結果、スパイク結果に基づいて得られた回






























































Na 380.2 ± 97.0 564.4 ± 281.6 591.1 ± 312.5 512.3 ± 207.3
Mg 5.03 ± 4.66 8.09 ± 6.81 8.10 ± 4.59 8.07 ± 9.99
Al 4.98 ± 2.41 2.32 ± 2.56 2.12 ± 2.41 2.71 ± 2.86
Si
S 500.6 ± 105.5 573.0 ± 157.4 595.9 ± 175.7 528.3 ± 103.9
Cl 1523.2 ± 337.2 2033.5 ± 764.0 2156.2 ± 880.2 1795.0 ± 380.8
K 93.1 ± 18.8 125.2 ± 36.9a 133.0 ± 40.0a 109.9 ± 24.6
Ca 67.6 ± 13.0 62.8 ± 19.3 65.4 ± 21.8 57.9 ± 12.5
Ti 0.049 ± 0.136 0.033 ± 0.066 0.041 ± 0.072 0.017 ± 0.050
V 0.037 ± 0.054 0.047 ± 0.063 0.052 ± 0.070 0.036 ± 0.046
Cr 0.076 ± 0.053 0.080 ± 0.055 0.078 ± 0.052 0.085 ± 0.061
Mn 0.011 ± 0.034 0.017 ± 0.038 0.022 ± 0.044 0.007 ± 0.023
Fe 1.458 ± 0.391 0.879 ± 0.470b 0.945 ± 0.393b 0.751 ± 0.583b,c
Co 0.009 ± 0.017 0.009 ± 0.017 0.011 ± 0.020 0.004 ± 0.009
Ni 0.022 ± 0.026 0.018 ± 0.026 0.019 ± 0.028 0.017 ± 0.022
Cu 0.736 ± 0.184 0.706 ± 0.279 0.709 ± 0.320 0.701 ± 0.182
Zn 1.322 ± 0.580 0.897 ± 0.651a 0.910 ± 0.527a 0.872 ± 0.861a
Ga 0.031 ± 0.030 0.021 ± 0.025 0.022 ± 0.026 0.021 ± 0.025
As 0.001 ± 0.005 0.003 ± 0.013 0.002 ± 0.008 0.007 ± 0.019
Se 0.097 ± 0.062 0.067 ± 0.046 0.068 ± 0.047 0.065 ± 0.044
Br 26.6 ± 5.6 10.4 ± 7.4b 10.5 ± 7.7b 10.2 ± 7.1b
Rb 0.001 ± 0.007 0.060 ± 0.070 0.072 ± 0.112 0.037 ± 0.051
Sr 0.065 ± 0.044 0.098 ± 0.073 0.106 ± 0.076 0.084 ± 0.057
Y 0.023 ± 0.043 0.032 ± 0.052 0.039 ± 0.062 0.018 ± 0.021
Zr 0.062 ± 0.073 0.073 ± 0.115 0.083 ± 0.129 0.053 ± 0.078
Nb 0.019 ± 0.042 0.023 ± 0.052 0.023 ± 0.057 0.022 ± 0.044
Mo 0.045 ± 0.066 0.066 ± 0.095 0.068 ± 0.106 0.061 ± 0.071
Pb 0.052 ± 0.076 0.053 ± 0.057 0.055 ± 0.056 0.049 ± 0.060





(n=39) (n=53) (n=35) (n=18)















図 1.2.1 甚急性大腸菌性乳房炎罹患牛の血清中 Zn濃度 
a: p<0.05, vs 対照牛. 















図 1.2.2 甚急性大腸菌性乳房炎罹患牛の血清中 Fe濃度 
a: p<0.05, b: p<0.01 vs 対照牛. 




























































牛の血清中 Fe および Zn濃度の経時的変化 
 





















Aldrich、St. Louis、MO、U.S.A.）を自家血清 10 ml に混和してボーラス投与した（LPS
チャレンジ）。自家血清中のエンドトキシン活性値は、リムルス比濁時間分析法（KTA、
Endosafe®KTA2、Charles River、Charleston、SC、U.S.A.）により測定したところ、そ
の中央値は 152,641（17,968 - 229,296）EU/頭であった。 
LPSチャレンジ前およびチャレンジ後 0.5、1、2、4、8、12、24、48時間目に頚静












において比較し、F検定ののちに Student’s t検定または Mann-Whitney U 検定を用い







それぞれ 0.03±0.003 および 0.03±0.01 EU/ml であった。分散分析において、群間およ
び時間において有意差が認められた（p<0.001）。LPS投与群において血漿中エンドト
キシン活性値は LPS投与後 0.5時間目に 1.24±0.04 EU/ml に達し、有意（p<0.001）な
上昇を示した後、投与後 4時間には投与前の値へ復した（図 2.1.1）。 




LPS投与群における血清中 Fe および Zn濃度の経時的変化をそれぞれ図 2.1.2上図
および下図に示した。LPS投与前の血清中 Fe濃度は 1.16±0.52 µg/ml であったのに対
して LPS投与後 4時間目の血清中 Fe濃度は、1.63±0.95 µg/ml に達し（p<0.05）、LPS
投与後 8時間目には投与前値まで復した。その後、血清中 Fe濃度は 24時間後を最
小値（0.38±0.20 µg/ml、p<0.001）とする有意な減少が認められ、これは 48時間後ま
で維持した。一方、LPS投与前の血清中 Zn濃度は 0.88 ± 0.37 µg/ml であり、LPS投






















































供試牛のうち 5 頭にエンドトキシン（LPS 投与群）、残り 5 頭に生理食塩液（対照
群）を投与した。エンドトキシンまたは生理食塩液の投与直前に頸静脈カテーテルを
留置した。LPS 投与群には 2.5 µg/kg の O111:B4 LPS（L4391；Sigma-Aldrich、St. Louis、
MO、U.S.A）を自家血清 10 ml に混和調製した。また、対照群には生理食塩液（生理
食塩水；日本全薬工業、福島、日本）10 ml をそれぞれ頸静脈より投与した。エンド
トキシンまたは生理食塩液の投与前（pre）、投与後 0.5、1、2、4、8、12、24 および 48
時間において 10 ml を反対側の頸静脈より採血した。採血した血液は直ちに 10 ml の
血清分離用真空採血管およびヘパリン添加採血管に分注した。血清および血漿はそれ
ぞれ分注後 4 ℃で保存し、3,000 ×g、15分で遠心分離して得た。これらのサンプルは
測定まで-80 ℃で保存した。第 10-11肋間において 2.5 ml の 2 %リドカイン（キシロカ
イン注 2%；アストラゼネカ、大阪、日本）により局所麻酔を行い、pre、投与後 0.5、
1、2、4、8、12、24 および 48時間において超音波ガイド下で肝生検を行なった。生
検には 14G の生検針（クイックカット C2；株式会社八光、東京、日本）を用いた。









ルス比濁時間分析法（LAL-KTA：Limulus Amebocyte Lysate-Kinetic Turbidimetric；Charles 
River）により測定した。全ての測定には、エンドトキシンフリー蒸留水を陰性対照、
リファレンススタンダード（CSE、Control Std Endotoxin；Charles River、Charleston、
SC、U.S.A.）を 10,000（EU）/バイアルに調製したエンドトキシンを陽性対照として
使用した。β-グルカンによる反応阻害をさけるため、カイネティック比濁時間用 LAL
試薬（Endosafe® KTA2；Charles River）を Endotoxin-Specific Buffer Solution（Charles 
River）により再融解した。LAL-KTA法は 96穴マイクロプレート（Endosafe® 96-well、
flat bottom microplate M9001；Charles River）を用い、マイクロプレートリーダー
（SunriseTM；Tecan Group Ltd.、Mannedorf、Switzerland）およびエンドトキシン測定
ソフトウェア EndoScan-VTM（Charles River）により測定した。各測定では LAL試薬
の添付文書に従い、0.003 EU/ml から 3.0 EU/ml の範囲の検量線を作成した。検出限界
値は 0.028 EU/ml であった。 
血清中 Fe濃度は、市販のキット（N-アッセイ L Fe-H ニットーボー；ニットーボー
メディカル、東京、日本）を用いて、波長 753 nm において全自動血液生化学アナラ
イザー（LABOSPECT 003；日立ハイテクノロジーズ、東京、日本）により Nitroso-PSAP
法により測定した。測定は 2回行い、平均濃度を統計解析に用いた。 
エンドトキシンチャレンジモデルより得た肝臓のヘプシジンおよび IL-6 の mRNA
発現量をリアルタイム PCR [Polymerase Chain Reaction（Light-Cycler 480 system II；
Roche Diagnostics、Basel、Switzerland）により測定した。逆転写およびリアルタイム




Diagnostics）を用いたワンステップ法により行なった。リアルタイム PCR は 96 穴プ
レートで行い、最終量は 20 µl とした。PCRミックスには 5 µl のテンプレート RNA、
各プライマー（リバースおよびフォワード） 1 µl（0.5 µM）、ユニバーサルプローブ
0.4 µl、RT-PCR reaction mix 4 µl、RT-Enzyme solution 0.1 µl および水 8.5 µl を含む。牛
ヘプシジンおよび IL-6 に対するプライマーおよびユニバーサルプローブは PubMed
で 遺 伝 子 情 報 を 得 た 後 に ロ シ ュ の ホ ー ム ペ ー ジ
（https://lifescience.roche.com/global_en/brands/universal-probe-library.html）で設計をした。
本研究で用いたプライマーおよびユニバーサルプローブを表 2.2.1 に示した。添付文
書に従い、増幅条件は 50°C で 10分（逆転写）、95°C で 30秒（プレインキュベート）、
95°C で 5秒および 60°C で 30秒を計 45 サイクル（増幅）とした。結果は、リファレ

















図 2.2.1 および 2.2.2 にエンドトキシンを投与した牛の血漿中エンドトキシン活性値
および血清中 Fe濃度の経時的変化をそれぞれ示した。Pre値の血漿中エンドトキシン
活性値は全ての牛で検出限界値以下であった（検出限界：0.028 EU/ml）。血漿中エン
ドトキシン活性値は、エンドトキシンチャレンジ後 0.5 時間目において 1.239±0.881 




間目に血清中Fe濃度は 207.4±46.6 µg/dl に達し、pre値と比較して有意に上昇したが、
チャレンジ後 8時間目までに pre値に復した。その後血清中 Fe濃度は投与後 24時間
目をピークに 30.4±15.7 µg/dl まで低下し、pre 値と比較して有意な変動を示した
（p<0.001）。その結果、血清中 Fe濃度は投与後 24 から 48時間目において、pre値と
比較して有意に低値を維持した（p<0.001）。 
図 2.2.3 および 2.2.4 に肝臓における IL-6 およびヘプシジンの mRNA 発現量の経時
的変化を示した。エンドトキシンをチャレンジされた牛において、チャレンジ後 2時






いて、チャレンジ後 2 時間目より肝臓におけるヘプシジンの mRNA 発現量（ヘプシ






た。エンドトキシンは toll-like receptor 4 シグナル伝達を活性化し、それによりマクロ

















あることが明らかとなった。 Erskine ら[26]は大腸菌の乳房内感染後 20〜24時間で血
清中 Fe 濃度の低下が認められたと報告している。本試験においても、エンドトキシ









血清中 Fe および Zn濃度が有用であることが明らかになったことから、エンドトキシ
ンショックを呈した子牛において血清中 Fe および Zn 濃度が炎症を評価するための
診断マーカーとして有用であることが示唆された。この Fe および Zn のうち、Fe は











































図 2.1.2 エンドトキシンチャレンジ子牛における血清中 Fe (上図)および Zn 
(下図)濃度の経時的変化 









表 2.2.1. 牛のヘプシジン、IL-6 および GAPDH-mRNA のプライマーおよ
びユニバーサルプローブ  




Left  19 cctgccttctgctccttgt 
111 
Right  20 ctgtgagctgtcgtgtctgg 
IL-6 
Left  19 cactccattcgctgtctcc 
9 
Right  24 ggtgtcatttttgaaatcttctcc 
GAPDH 
Left  20 cacagtcaaggcagagaacg 
9 




































図 2.2.2 エンドトキシンチャレンジ子牛における血清中 Fe 濃度の経時
的変化 
















図  2.2.3 エンドトキシンチャレンジ子牛の肝臓組織中における IL-
6mRNA遺伝子発現量の経時的変化 







































第 1章において、血清中 Fe濃度を PIXE法により測定することは ACM罹患牛の予
後評価において有用なツールであることを示唆した。しかし、ベビーサイクロトロン
を用いる PIXE システムの設置は制約が多く、臨床例において血清中 Fe 濃度を測定
することは困難である。一方、Nitroso-PSAP法 [34]は、原子吸光や誘導結合プラズマ
質量分析計などの高価な機器を必要とせずに、水性サンプル中の Fe を定量するため
に確立された測定方法である。 Nitroso-PSAP法は 1検体あたりの費用は 200～300 円
と安価である。測定には市販のキットを使用するため操作時間は約 15 分であり、そ
の後の 自動分析装置による測定時間を含めても約 30 分で血清中 Fe 濃度が測定可能






















本試験は National Research Council が 1996 に示した Guide for the Care and Use of 
Laboratory Animals[56]に準拠して試験計画し、酪農学園動物実験委員会の承認
（Approval#：VH15C21）に従って実施した。供試牛は酪農学園大学附属動物医療セン
ターに除角依頼で来院した日齢 205.0±10.7 日、体重 207.2±24.1 kg のホルスタイン種
牛 5頭（オス 3頭、メス 2頭） であった。鎮痛のため 1 mg/kg のキシラジン（セラク
タール®2％注射液、バイエル薬品、大阪）を静脈内に投与した時間を t=0 分とした。
キシラジン投与の 2分後に 5 ml の 2 %リドカイン塩酸塩（静注用キシロカイン 2 %、
アスペンジャパン、東京）を局所麻酔として両側の頰骨側頭神経の角への分枝部周囲
に皮下注射した。除角および角基部の止血にはそれぞれバーネス除角器および除角用
烙鉄を用いた。なお、すべての手技は 15分以内に終了し、50 µl /kg のアチパメゾー
ル（アンチセダン、日本全薬工業、福島）を拮抗薬として t=15分において静脈内に投
与した。すべての供試牛はアチパメゾール注射直後に起立した。 





定まで-80℃で保存した。急性炎症マーカーである SAA および血清中 Fe 濃度は自動
分析装置（日立 7170S、日立、東京）を用いてそれぞれラテックス凝集免疫比濁法 




各サンプルの SAA および Fe濃度はそれぞれ 2回測定し、それぞれの平均値を統計
解析に用いた。統計解析には市販のソフトウェア（IBM SPSS Statistics v.21；IBM Co、
Armonk、NY、U.S.A.）を用いた。結果は平均値±標準偏差で示した。一元配置分散分
析により各従属変数の平均値を比較したのち、post hoc テストとして Dunnett 検定に
より pre値に対する比較を行った。また、血清中 SAA と血清中 Fe濃度の相関性を評





牛の血清中 SAA および Fe濃度の経時的変化を図 3.1.1 および図 3.1.2 に示した。血清
中 SAA の pre値は 3.2±2.9 µg/ml であったが除角後に有意に上昇し、48時間目におい




µg/dl であり除角後から低下して 24 時間目に 90.0±36.4 µg/dl（p<0.001） の最低値に
達した。なお、除角をした牛の血清中 Fe濃度は、pre値と比較して 12（p<0.05）、24
（p<0.01）および 48時間（p<0.01）でも有意に低値を示した。また血清中 Fe濃度は
血清中 SAA濃度と有意な負の相関を示した（r2=0.500、p<0.01、図 3.1.3）。 
 
3.1.4 考察 
牛における最も敏感な急性期タンパク質は SAA と Hp である[67]。本試験では、過
去の報告[7]と同様に血清中 SAA レベルは非感染性炎症を有する牛においても上昇し
た。しかしながら Suojala ら[77]は、乳房炎の牛では SAA 濃度の変動が Hp の変動よ
りも遅いことを報告しており、本試験でも除角手術を受けた牛の血清中 SAA 濃度の
変化が血清中 Fe濃度のそれよりも緩やかであった。血清中 SAA濃度よりも血清中 Fe
濃度は炎症に反応して急速に減少し、この反応は宿主の防御機構として説明すること
ができる[11]。すなわち 細菌の増殖を抑制するために体内での Fe の隔離の結果であ
る低 Fe 環境は、静菌システムが体内で機能するために不可欠であると考えられてい





3.2 甚急性乳房炎の予後と血清 Fe濃度の関係 
 
第 1 章では PIXE 法といった特殊機器によって測定した血清中 Fe 濃度を用いて






Research Council Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals [56]に従って実施
した。本研究は、ACM罹患牛を用いた前向き臨床試験により評価した。ACM は獣医
師による臨床所見に基づいて診断し、罹患分房から採取した生乳からの Escherichia 
coli および Klebsiella pneumonia の分離培養により確定診断した。これらの症例を治
療（輸液および抗生物質療法）の結果に基づいて予後良好または、不良に分類した。
予後不良群とは初診日から 7日以内に死亡または淘汰となった牛とした。治療は主に
5.0 ml/kg での 7.2 %高張食塩液（高張食塩液 V-注射液、日本全薬工業株式会社、福島、
日本）による輸液療法に加えて、硫酸カナマイシン（硫酸カナマイシン注射液 1000mg
「明治」、Meijiseika ファルマ、東京、日本）を第一選択薬とした抗菌療法であった。 





房炎に罹患していない健康牛 30 頭を用いた。初診日の治療前に頸静脈より 10 ml 採
血し血清分離管に保管したのち、常温で 3,000 ×g、15分間遠心分離後、血清を測定ま
で-80℃で保存した。血漿中エンドトキシン活性値および血清中 Fe濃度はそれぞれ前
述の LAL-KTA および Nitroso-PSAP法で測定した。 
  
3.2.2 統計解析 
統計解析は市販のソフトウェア（IBM SPSS Statistics v.21；IBM Co、Armonk、NY、
U.S.A.）を用いて行なった。結果が正規分布に従う場合は平均値±標準偏差、正規分布
に従わない場合は中央値（範囲）で示した。 
対照群と ACM 群の群間比較は、正規分布（血清中 Fe濃度）および非正規分布（血
漿中エンドトキシン活性値）データをそれぞれ Student’s t 検定および Mann-Whitney 




クスに基づいて算出した [2、55]。J インデックスとは ROC曲線と対角線の距離と定
義され、J = maximum [sensitivity + specificity – 1]により計算した。J インデックスに対
応する ROC曲線のカットオフ点を理想的カットオフ値とした[2、55]。すべての統計






42頭中 10頭で生乳から K. pneumonia が分離され、残りの 32頭は E. coli に起因す
る乳房炎であった。しかし、この 2種の菌による血漿中エンドトキシン活性値および
血清中 Fe濃度の有意な差は認められなかった。 
図 3.2.1 に ACM に罹患した牛の血清中 Fe 濃度を示した。ACM に罹患した予後良
好牛（60.8 µg/dl、最小-最大 1-155 µg/dl、p<0.001）および予後不良牛（17.9 µg/dl、最
小-最大 3-56 µg/dl、p<0.001）の血清中 Fe濃度は、それぞれ健常牛（149.9 µg/dl、最小
-最大 95-226 µg/dl）と比較して有意に低値を示した。さらに予後良好牛および健常牛
と比較して、予後不良牛では血清中 Fe濃度が有意に低値を示した（p<0.001）。血清中
Fe濃度の予後に対する ROC曲線下面積は 0.781 であった（p<0.001、図 3.2.2）。ROC
解析に基づいた血清中 Fe 濃度による ACM 罹患牛の予後を診断するためのカットオ
フ値は<31.5 µg/dl であった。血清中 Fe 濃度による ACM 罹患牛の予後評価へのカッ
トオフ値の感度および特異度はそれぞれ 73.3 %および 94.1 %であった。 
  
3.2.4 考察 
本試験では、ACM に罹患した牛の血清中 Fe濃度が 31.5 µg/dl未満であれば予後不
良となることが明らかとなった。Nitroso-PSAP法による血清中 Fe濃度を用いた ACM
罹患牛の予後評価への診断能は ROC解析より、ROC曲線下面積（AUC）が 0.781 で



































比較して有意に低値を示した。血清中 Fe濃度の AUC は 0.781 であり、これは PIXE
法[73]によるそれと同等であることが確認された。したがって、Nitroso-PSAP法によ

















図 3.1.1 除角手術を受けた牛における血清中アミロイド A (SAA)濃度の経時
的変化  

















図 3.1.2 除角手術を受けた牛における血清中 Fe 濃度の経時的変化  















































































第 1章第 1節では牛血清中微量元素濃度の多元素同時定性定量における PIXE法の
精度および正確度の検証を行った。その結果、スパイク結果に基づいて得られた回収







きることが保証されたことから、第 1章第 2節では ACM における PIXE法を用いた
血清中微量元素濃度のスクリーニング調査を行った。その結果、ACM 罹患牛の血清
中 Fe および Zn 濃度は健常牛のそれと比較して有意な差を認めた。さらに、予後不
良牛の血清中 Fe濃度は予後良好牛のそれと比較して有意に低値を示した。血清中 Fe
濃度の AUC は 0.713 となり、ACM の予後不良を診断するための血清中 Fe濃度にお
けるカットオフ値は<0.82 µg/ml であれば感度および特異度はそれぞれ 77.8%および
70.0%で ACM罹患牛の予後は不良となることを示すことができた。したがって、PIXE
法による ACM 罹患牛の血清中 Fe 濃度の測定は予後診断において有用な手段となる
ことが明らかとなった。 
 ACM の主要な病態はグラム陰性菌由来のエンドトキシンによる IMI であると考え
られている[37]。しかしエンドトキセミアを呈する牛の血清中主要および微量元素の
動態を調査した報告はほとんどない。第 2章第 1節では PIXE法を用いて、実験的エ
ンドトキシンショック牛の血清中主要および微量元素濃度の経時的変化を観察した。
その結果、血清中 Fe および Zn濃度はエンドトキシンチャレンジ後 8 から 24時間目
でそれぞれチャレンジ前値のそれらと比較して有意に低値を示した。したがって、血
清中 Fe および Zn 濃度はエンドトキシンショックの診断用マーカーになり得ること
が示唆された。我々は Fe と Zn という炎症評価に有用と思われる微量元素の抽出に成
功した。しかし、牛の臨床という経済、労力および時間的制約のある環境において選












mRNA 発現量は、エンドトキシンチャレンジ後 2 から 8時間目でそれぞれチャレンジ










第 3章では外科処置および ACM 症例を用いて炎症と Nitoroso-PSAP 法による血清




マーカーとしての血清中 Fe 濃度の測定を Nitoroso-PSAP 法により行なった。その結
果、血清中 Fe濃度の減少は除角手術後 12 から 48時間目で除角前値と比較して有意
に低値を維持した。さらに、血清中 Fe濃度は血清中 SAA濃度と有意な負の相関を示
した。したがって、Nitoroso-PSAP法による血清中 Fe濃度は簡便かつ安価な簡易炎症
マーカーとして応用できる可能性が示唆された。第 3章第 2節では血清中 Fe濃度の




を示した。血清中 Fe濃度の AUC は 0.781 であり、これは PIXE法[73]によるそれと同
等であることが確認された。したがって、Nitroso-PSAP 法による血清中 Fe 濃度測定






2. ACM 罹患牛の PIXE 法による血清中 Fe 濃度の測定は予後評価において有用な手
段となる[73]。 








6. 除角手術における Nitoroso-PSAP法による血清中 Fe濃度は、簡便かつ安価な炎症
マーカーとして応用できる可能性がある[83]。 
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ACM ： Acute Coliform Mastitis 
Al ： アルミニウム 
APP ： Acute Phase Protein 
As ： ヒ素 
AUC ： Receiver Operating Characteristic曲線下面積 
Br ： 臭素 
Ca ： カルシウム 
Cd ： カドミウム 
Cl ： クロール 
Co ： コバルト 
Cr ： クロム 
CRP ： C reactive Protein 
Cu ： 銅 
CV ： Coefficient of Variation 
Fe ： 鉄 
Ga ： ガリウム 
GAPDH ： Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
Hp ： Haptoglobin 
ICP ： Inductive-Coupled Plasma 
ICP-MS ： Inductive-Coupled Plasma Mass Spectrometers 
IL ： Interleukin 
IMI ： Intra-Mammary Inflammation 
K ： カリウム 
LAL-KTA ： Limulus Amebocyte Lysate-Kinetic Turbidimetric 
LPS ： Lipopolysaccharide 
Mg ： マグネシウム 
Mn ： マンガン 
Mo ： モリブデン 
Na ： ナトリウム 




NAA ： Neutron Activation Analysis 
Nb ： ニオブ 
Ni ： ニッケル 
Nitroso-PSAP ： 2-nitroso-5-(N-propyl-N-sulphopropylamino)phenol 
Pb ： 鉛 
PCR ： Polymerase Chain Reaction 
PIXE ： Particle Induced X-ray Emission 
Rb ： ルビジウム 
ROC ： Receiver Operating Characteristic 
S ： 硫黄 
SAA ： Serum Amyloid A 
SCC ： 体細胞数 
SD ： 標準偏差 
Se ： セレン 
Si ： ケイ素 
Sr ： ストロンチウム 
Ti ： チタン 
TNF-α ： Tumor Necrosis Factor-α 
V ： バナジウム 
Y ： イットリウム 
Zn ： 亜鉛 
Zr ： ジルコニウム 
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serum Fe concentration as an alternative to inflammation markers 
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The objective of this study was to evaluate whether serum trace elements associated 
with inflammation, particularly serum iron (Fe) concentration, can be clinically apply as a 
marker in inflammatory diseases of cattle and to clarify some of the mechanisms which serum 
Fe concentration decreases due to bovine inflammation. In addition, present study examined 
whether it is possible to assess the bovine inflammatory status by serum Fe concentration simply, 
inexpensively and correctly in the clinical cases.  
In chapter 1 sections 1, we examined the accuracy and precision of the particle-induced 
X-ray emission (PIXE) method in trace and major concentrations in bovine serum. The PIXE 
method used in the present study is a fast and reliable multi-element qualitative and quantitative 
analytical tool that is easy to use. As a result、14 elements (Al, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, Mn, 
Ni, Pb, Se, Sr and Zn) except Mg that were confirmed to be sufficiently accurate and precise 
were targeted. The aim of chapter 1 sections 2 was to measure changes in the serum 
concentrations of some elements in cows with acute coliform mastitis (ACM) using a PIXE 
analysis and to screen for useful elements as diagnostic markers. As a result, the serum 
concentrations of Fe and Zn in cows with ACM were significantly lower than those of in control. 
In addition、the serum Fe concentration was significantly lower in cows with a poor prognosis 
than in those with a good prognosis or controls. The proposed diagnostic cut-off for the serum 
Fe concentration for a poor ACM prognosis based on the receiver operating characteristic 
(ROC) curves was < 0.82 µg/ml. The area under the curve (AUC) for the serum Fe 
concentration was 0.713. These results indicated that assessing the elemental composition of 
serum, particularly Fe, is a promising prognostic tool for determining the outcomes of cows 




If the blood-milk barrier is destroyed after intramammary infection, ACM can result 
in endotoxicemia. However、few reports have investigated the valiation of serum trace and 
major concentrations in cattle with endotoxicemia. In chapter 2 sections 1, we measured 
changes in the serum concentrations of some elements in endotoxin-challenged calves using a 
PIXE analysis and to screen for elements useful as diagnostic markers of endotoxicemia. As a 
result, there were significant changes during the observation period in serum Fe and Zn 
concentrations in endotoxin-challenged calves. Serum Zn concentrations were 0.88 ± 0.37 
µg/ml before the endotoxin challenge and then significantly decreased、reaching 0.18 ± 0.07 
µg/ml 8 hr after the endotoxin challenge (p<0.01). Serum Fe levels in endotoxin-challenged 
calves were significantly lowers from 24 to 48 hr after the endotoxin challenge than the 
prechallenge values. Therefore, our result indicated that serum Fe concentration can be useful 
diagnostic markers for calves with endotoxicemia. It is well known that Hepcidin is essential 
for systemic Fe homeostasis. Hepcidin is predominantly secreted by hepatocytes in response to 
inflammation, and its major function is to sequester Fe. However, it is unclear whether hepcidin 
is involved in the reduction of Fe concentration due to inflammation in calves, as in human. In 
chapter 2 sections 2, we observed the sequential changes in the expression of Interleukin (IL)-
6 and hepcidin mRNA in the cattle that received endotoxin. As a result, in hepatic tissues, 
significantly high expression of IL-6 and hepcidin mRNA in cattle were maintained from 2 to 
8 hrs after endotoxin challenge as compared with the pre-values. Then, the significantly low 
serum Fe level in the cattle was observed from 24 to 48 hrs after endotoxin administration as 
compared with the pre-value. We found that inflammation due to endotoxin induced hepcidin 
expression and reduced the serum Fe concentration in cattle, as in human. 
While serum Fe concentration has been shown to be useful as a marker of bovine 
inflammation, it is important how to apply in clinical. Namely, measurement of Fe 
concentration needs to be simple, cheap and accuracy for veterinary practitioner. The 2-nitroso-
5-(N-propyl-N-sulphopropylamino)phenol (Nitroso-PSAP) method used in this study is well 
established and accurate methods for quantification of Fe in aqueous samples without the need 
of expensive instruments such as atomic absorption and inductive-coupled plasma mass 
spectrometers. The aim of the chapter 3 sections 1 was to measure changes in the serum Fe 




the usefulness of serum Fe concentration as a marker of inflammation. The Fe concentration in 
serum significantly decreased, and reached 90.0 ± 36.4 µg/dl at 24 hr. Significantly low levels 
of serum Fe concentration in cows that underwent the dehorning operation was maintained at 
12, 24, and 48 hr, when compared to the initial value. In addition, serum Fe concentration was 
significantly and negatively correlated with serum amyloid A concentration. Therefore, it has 
been suggested that serum Fe concentration by the Nitoroso-PSAP method may be applied as a 
simple and inexpensive marker for inflammation in cattle with non-bacterial inflammation. In 
chapter 3 sections 2, we evaluated whether the serum Fe concentration by Nitoroso-PSAP 
method is useful as a prognostic biomarker for cows with ACM, same as PIXE method in 
chapter 1. As a result, the serum concentration of Fe in cows with ACM was significantly lower 
than those of in control. In addition, the serum Fe concentration was significantly lower in cows 
with a poor prognosis than in those with a good prognosis or controls. The proposed diagnostic 
cut-off for the serum Fe concentration for a poor ACM prognosis based on theROC curves was 
< 31.5 µg/dl. The AUC for the serum Fe concentration was 0.781. These results indicated that 
assessing the serum Fe concentration by Nitoroso-PSAP method is a promising prognostic tool 
for determining the outcomes of cows with severe acute coliform mastitis, as in PIXE method. 
In this study, we have verified based on scientific evidence that the serum Fe 
concentration is a sensitive biomarker that reflects the severity of inflammation, making it a 
useful marker in clinical cases. 
 
